


















Ana P. Martínez1*, Sixta T. Martínez1, Harold D. Ardila1
@°rupo de ânvestigación hstudio de éctividades õetabólicas VegetalesT 8epartamento de QuímicaT wacultad de /ienciasT
Universidad Oacional de /olombiaT sede Áogotá6 ÁogotáT /olombia6 /ra6 qz áxP:zqT edificio xP@6 Tel) q@yPzzz6 /ódigo postal) @@@qj@6




apoplásticas de tallos y





of apoplastic proteins in




Condições para a análise
eletroforética de proteínas
apoplásticas de caules e




hn el presente estudio se describe un flujo de
trabajo que puede ser aplicado a diferentes
especies vegetalesT con el fin de obtener
extractos apoplásticos que puedan ser usados
para análisis proteómicos6 Rara elloT usando
tallos y raíces de clavelT se evaluaron
parámetros claves para la extracción de estas
proteínas6 Se determinó que para esta especie
4Dianthus caryophyllus ê65 se debe usar la
solución amortiguadora fosfato de sodio zT@
õ pô yTPT cloruro de sodio Pz mõ y zT@3 β:
mercaptoetanol para la infiltraciónH con tres
tiempos de vacío de jz s a Sz kRa y
centrifugación a @zzz x g durante jz min a x
º/T seguido de precipitación y concentración
de proteínas con el método Ácido
tricloroacético2acetona6 Áajo estas
condicionesT se obtienen extractos que
permiten análisis electroforéticos en j8 de
proteínas de apoplastoT usando para el
isolectroenfoque tiras con gradientes de pô
P:( para raíz y pô q:@z para tallo6 êas
condiciones descritas permitirán profundizar
sobre el papel de las proteínas apoplásticas
en diversidad de fenómenos biológicos que
involucren esta especie vegetal6
ân the present study a workflowT that can be
applied to different plant speciesT to obtain a
high quality apoplastic extract and for
proteomic analysis is described6 wor thatT
using carnation roots and stemsT some
important parameters for the extraction of
these proteins were evaluated6 The best
conditions for the infiltration were provided
by using a z6@ õ sodium phosphate buffer
pô y6P T Pz mõ sodium chloride and β:
mercaptoethanol z6@3T with q vacuum times
at Sz kRa for jz s and centrifuged at x°/ at
@Tzzz g for jz minT and then a subsequent
protein precipitation and concentration with
the Trichloroacetic acid2acetone protocol6
These conditions can be used to obtain a
good quality extract for j8 electrophoretic
analysis of apoplastic proteins6 Strips with
pô gradients between P:( and q:@z were
used to run isoelectric analysis for extracts
obtained from apoplast in roots and stemsT
respectively6 The conditions described can be
used to perform studies focused on apoplastic
proteins and its role in biological phenomena
involving this plant species6
Oo presente estudoT é descrito um fluxo de
trabalho que pode ser aplicado a espécies
vegetais diferentesT para obter extratos
apoplásticos que podem ser utilizados para
análise proteômico6 Rara istoT utilizando os
caules e as raízes do cravoT foram avaliados
parâmetros considerados chave para a
extração destas proteínas6 woi determinado
que para esta espécieT deve ser utilizada uma
solução tampão de fosfato de sódio zT@ õ pô
yTP com cloreto de sódio Pz mõ e zT@3 β:
mercaptoetanol para a infiltraçãoH com três
aplicações de vácuo de jz s a Sz kRa e
centrifugação a @zzz x g por jz minutos a
xº/T e subsequente precipitação e
concentração de proteínas usando Ácido
tricloroacético2acetona6 Oestas condições se
podem obter extratos que permitem a análise
eletroforética j8 de proteínas do apoplasto
utilizando para a focalização isoeléctrica tiras
com gradientes de pô P:( para a raiz e de pô
q:@z para o caule6 és condições descritas
permitirão aprofundar sobre o papel das
proteínas apoplásticas numa diversidade de
fenômenos biológicos que envolvem esta
espécie de planta6
Palabras clave: fluido apoplásticoT Fusarium
oxysporum f6 sp6 dianthiT planta:patógenoT
electroforesis6
Keywords: apoplastic fluidT Fusarium
oxysporum f6 sp dianthiT plant:pathogenT
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En cuanto a la velocidad de centrifugaciónH se ha determinado
queH empleando hojas de diversas especies de plantasH un incremento
en la fuerza de centrifugación puede conducir a la contaminación con
proteínas citoplasmáticas: De acuerdo a dichos estudios se determina
que si la fuerza de centrifugación no excede las IGGG gH la
contaminación citoplasmática es despreciable é8P:
Los análisis de proteínas apoplásticas son dispendiosos teniendo
en cuenta la baja concentración de proteínas que se presentan en los
fluidos obtenidos bajo las técnicas reportadas é1H 4H 15P: Es por ello
que se hace necesario usar diferentes técnicas de precipitación que
además de concentrar las proteínasH permiten la eliminación de
interferentes que pueden afectar la separación electroforética
posterior: Para ello se han reportados diferentes métodos que
incluyen la precipitación usando diferentes solventes y soluciones
salinas é4H 15ú19P: Sin embargoH dependiendo de la naturaleza de la
matriz vegetal a estudiarH estos pueden causar pérdida de proteína
debido a la cantidad de pasos experimentales implicados o a la
pérdida de solubilidad en la fase final de disolución: Es por ello que
se deben evaluar las condiciones más convenientes teniendo en
cuenta la matriz vegetal objeto de estudio:
Los análisis comparativos de proteínas usando técnicas altamente
resolutivas se han convertido en una de las herramientas más
importantes durante los análisis proteómicos en plantas: Dentro de
estas se incluyen la técnica de electroforesis en dos dimensiones
éFDEPH la cual ha permitido el estudio de proteínas apoplásticas en
diferentes especies vegetales é1H 4H 5H 15H 20H 21P: Es por ello queH
con el fin de determinar algunas de las condiciones más relevantes
que se deben tener en cuenta para el análisis mediante esta técnica en
el caso del apoplasto del clavelH se evaluó el efecto que tiene la
cantidad de proteína y el uso de diferentes rangos de pH en la
separación durante la primera dimensiónH sobre el número de
manchas spots y la resolución de los mismos: Si bien es cierto que el
uso de gradientes de pH más estrechos aumentan la resolución y
facilitan los estudios comparativosH usar estos rangos puede obviar
información relevante para la especie vegetal objeto de estudioH
dependiendo de las proteínas contenidas en la muestra:
En este estudioH se describe el flujo de trabajo para la selección
de las condiciones experimentales más adecuadas para el análisis de
proteínas presentes en el apoplasto de raíces y tallos de clavelH
incluyendo tanto las condiciones de extracción de fluido apoplásticoH
como las usadas para análisis electroforéticos de alta resolución
éelectroforesis en ID y FDH por ejemploP: Para elloH se evaluaron
diferentes condiciones3 selección de la solución de infiltración en la
obtención del fluido apoplásticoH selección del método de
precipitación de proteínas y selección de condiciones para
electroforesis en ID SDSúPAGE y FD IEFúSDSúPAGE: Estas
condiciones experimentales podrán ser empleadas posteriormente en
análisis proteómicos para la identificación de proteínas relacionadas
con resistencia al marchitamiento vascular generado por el hongo
Fusarium oxysporum f: sp: dianthi éFodPH patógeno que causa las
mayores pérdidas económicas en el cultivo de esta flor: Así mismoH
este flujo de trabajo propuesto puede ser usado para la selección de
condiciones experimentales en el estudio inicial de las proteínas del
apoplasto en otras especies vegetales:
Introducción
El apoplasto de la plantaH compuesto por la matriz de la pared celular
y los espacios intercelularesH juega un papel importante en una
amplia gama de procesos fisiológicos3 interacción celularH transporte
de agua y nutrientesH interacciones plantaúpatógenoH percepción y
transducción de señales ambientalesH entre otros é1, 2P: La llegada de
los fitopatógenos al apoplasto vegetal es una fase crítica en la
mayoría de las enfermedades infecciosasH pues es donde se presentan
los primeros eventos que determinan la susceptibilidad o la
resistencia é1P: Durante la activación de los mecanismos de defensa
de las plantasH se requiere la regulación de una amplia variedad de
proteínas que están implicadas en el fortalecimiento de la pared
celular y en diversos niveles de la percepción y degradación de
patógenos: La regulación fina de dichas proteínas presentes en el
apoplasto de la planta es esencial para una rápida y efectiva
percepción del patógenoH lo que conduce a mantener la integridad de
la pared celular de la planta é3-5P:
Sin embargoH aunque es evidente la importancia del proteoma
apoplástico durante una interacción plantaúpatógeno dadaH este
permanece pobremente caracterizado en comparación con el
proteoma intracelular: Esto se debe especialmente a la dificultad para
obtener suficiente fluido apoplásticoH sin romper la membrana
celular y sin la contaminación con proteínas citoplasmáticas é1P:
Considerando que los estudios sobre el cambio dinámico de la
composición de proteínas del apoplasto han generado nuevo
conocimiento acerca de la respuesta de las plantas al estrés biótico
é3, 6PH se requiere de protocolos adecuados para la extracción del
fluido apoplástico en aquellas especies vegetales que son abordadas
por primera vez en este tipo de estudios:
Lo anterior es aún más determinante cuando se pretende aplicar
técnicas de separación de proteínas altamente resolutivasH basadas en
aproximaciones holísticas propias de los estudios proteómicosH en
donde la contaminación con proteínas citoplasmáticas puede generar
confusión durante la interpretación de resultados: Durante este tipo
de análisisH se debe evitar la contaminación con componentes no
proteicos que puedan interferir con las técnicas de separación e
identificación de proteínas como electroforesis bidimensional en gel
éF DEP con posterior análisis por espectrometría de masas éMSP o
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas éLCúMSP:
La técnica más empleada para la extracción del fluido apoplástico
está basada en la combinación de tres factores3 iP vacíoH iiP
infiltración y iiiP centrifugación: Este método posee dos pasos
decisivos3 la infiltración con vacíoH donde se emplea una solución
apropiadaH y la centrifugación é7-9P:
Debido a que la solubilidad de las proteínas depende de diversos
factores como la temperaturaH la constante dieléctrica del medioH el
pHH la fuerza iónica y la presencia de agentes reductoresH diferentes
soluciones de infiltración han sido utilizadas para la obtención de
fluido apoplástico en diversas especies vegetalesH entre las que se
encuentran agua é10PH ácido ascórbico FG mMACaClF FG mM é11PH
sorbitol IGG mM é12PH solución amortiguadora TrisúHCl FM mMH pH
8HG é13PH solución amortiguadora fosfato de sodio IGG mM é14PH
NaCl MG mM é15P o solución amortiguadora TrisúHCl MG mM pH 8HG
NaCl ñHM0 pAv y βúmercaptoetanol GHI0 vAv é5P: En el presente
estudio se evaluaron parámetros como pH éempleando TrisúHCl pH
8HG y NaFHPOCúNaHFPOC pH /HMPH fuerza iónica éNaCl GHM mM y GH/
MPH así como el efecto de la adición de un agente reductor como el βú
mercaptoetanol:
Condiciones para el análisis electrofóretico de proteínas apoplásticas de tallos y raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteómicos
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Se emplearon tallos y raíces de esquejes indexados de clavel
fDianthus caryophyllus LBPk libres de patógenosk con tres a cuatro
semanas de enraizamiento de la variedad Rolem y de la variedad
Rran Slamk donados por la empresa úlorval SBOBS2Sede QúZ
fRachancipá2 Zundinamarcak ZolombiaPB
Preparación del inóculo de Fod
Ul hongo aislado empleado en este experimento fue previamente
revirulentado en la variedad de clavel2Solex que es altamente
susceptible al marchitamiento vascular generado por FodB Uste
microorganismo se cultivó en P9O fPapa 9extrosa Ogark MerckP
durante cinco díasB 9os cmº del medio colonizado por el hongo se
transfirieron a medio líquido Zzapek29ox2ñroth fúlukaPX la
suspensión resultante permaneció en agitación durante cinco días a
º00 rpm y º6 ºZB Posteriormentek se filtró en condiciones asépticas
para retirar el micelio del sobrenadante y se llevó a una concentración
5 x 50/ conidias;mL fpor conteo con el hematocitómetroPB
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Posteriormentek los fragmentos de material vegetal se filtraron
al vacío durante 6 s y se transfirieron a un tubo falcon de 60 mL con
un aditamento especialk un círculo de plástico con orificiosk que
permitió separar el fluido apoplástico de las raíces o los tallos
empleadosk por centrifugación a 5000 x g durante º0 min a 1 ºZ f23PB
Para la obtención de una mayor cantidad de fluido apoplástico
se realizaron ensayos empleando una segunda centrifugación sobre el
mismo material vegetalB Ul fluido apoplástico fue colectado en la
parte inferior del tubo y los extractos se guardaron a 2º0 ºZB
Materiales y métodos
Material Vegetal
Inoculación del material vegetal con el patógeno
La inoculación de los esquejes se realizó de acuerdo con las
condiciones establecidas en Kiguera f22)B Los esquejes control y los
inoculados se sembraron y mantuvieron bajo las mismas condiciones
por los días de duración del ensayo8 con riego de agua por aspersiónk
bajo condiciones constantes de temperaturak radiación
fotosintéticamente activa y humedad relativa f22PB
Selección de las condiciones de extracción del fluido
apoplástico de clavel
La extracción del fluido apoplástico de clavel fue realizada
empleando la técnica de infiltración con vacío2centrifugación f8P con
algunas modificacionesB Se emplearon 6k0 g de tallos o raíces de
clavel cortados en segmentos de 0k625k0 cm de longitudB Para la
infiltraciónk el material vegetal se colocó dentro de tubos falcon f60
mLP y se adicionaron º0 mL de solución de infiltraciónB
Posteriormentek empleando una bomba de vacío de paleta Rast
R6HH9Xk se realizaron é pulsos de vacío de º0 s con intervalos de é0
sk generando una presión de 40 kPaB
Los tallos o raíces fueron infiltrados con las siguientes soluciones
de infiltración8 5B Tris2KZl 60 mM pK Hk0;NaZl 60 mM;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/vX ºB Tris2KZl 60 mM pK Hk0;NaZl 0k/ M;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/vX éB NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK /k6;NaZl
60 mM; β2mercaptoetanol 0k5 h v/vX 1B NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK
/k6;NaZl 0k/ M;β2mercaptoetanol 0k5 h v/vX 6B agua;β2
mercaptoetanol 0k5 h v/v y /B NaKºPO12NaºKPO1 0k5 M pK /k6;
NaZl 60 mMB La selección de la solución de infiltración se realizó
teniendo en cuenta el rendimiento fmg proteína;g material vegetal
base secaPk contaminación con proteínas intracelulares y calidad en la
separación en 59 S9S2PORUB
Verificación de contaminación intracelular
Para evaluar si los fluidos apoplásticos obtenidos presentaban
contaminación con proteínas intracelularesk generada por un posible
rompimiento de las membranas plasmáticask se determinó la actividad
de dos enzimas intracelularesB La malato deshidrogenasa fM9KPk
empleada para estimar el nivel de daño en la membrana celulark y la
α2manosidasak como marcador de proteínas procedentes de vacuola
f1PB
La actividad M9K fue determinada por un método modificado a
partir de lo reportado por Zhang et al. f24PB La actividad enzimática
fue medida de acuerdo a la disminución en la absorbancia a é10 nm
durante :0 sX por adición de 50 μL de fluido apoplástico a é00 μL de
la mezcla de reacción foxaloacetato fZ1K1O6P 0k54 mM y NO9K
0k0:1 mM disueltos en solución amortiguadora NaºKPO12NaKºPO1
0k5 M pK 4k1BP a º0 ºZk usando un espectrofotómetro fRenesys uv 50k
Thermoúisherk USOPB Ul mismo sistema de reacciónk únicamente con
adición de buffer fue empleado como blancoB La actividad se expresó
en porcentaje relacionado con un extracto totalk donde el material
vegetal fue macerado con nitrógeno líquido para romper las
membranas celularesB
La actividad α2manosidasa fue determinada por un método
modificado por Ramírez f23Pk a partir de lo reportado por ñoller y
Kende f25Pk en donde se emplean 500 μL del sustrato p2nitrofenol2α2
manopiranosido 6 mM disuelto en solución amortiguadora
ZKéZOONa2ZKéZOOK 0k05 M pK 1k0 y º0 μL de fluido
apoplásticoB Las muestras se incubaron durante º h a é4 °ZB La
reacción se detuvo con 5k5 mL de NaºZOé 0kº M y se midió la
absorbancia a 1º0 nm empleando un espectrofotómetro fRenesys uv
50k Thermoúisherk USOPB La actividad para estas dos enzimask se
expresó en porcentaje en relación con un extracto totalk donde el
material vegetal fue macerado con nitrógeno líquido para romper las
membranas celularesB
Efecto del β-mercaptoetanol en la solución de
infiltración
Para identificar el efecto de la adición de un agente reductor fβ2
mercaptoetanolP en la extracción del fluido apoplástico de raíces y ta2
llos de clavelk se realizó un ensayo empleando las soluciones de
infiltración é y /B La selección de las condiciones se realizó teniendo
en cuenta el rendimiento fmg proteína;g material vegetal base secaPk
contaminación con proteínas intracelulares y calidad en la separación
en 59 S9S2PORUB
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Xentro de las condiciones evaluadas para la separación de proteínas
presentes en el fluido apoplástico de raíces y tallos de clavel se
tuvieron en cuenta el tiempo de calentamiento de las muestras AC y
OP min8 y la cantidad de proteína empleada ACR OPR OC y TP μg8R esto
con el fin de definir las condiciones fundamentales para obtener la
mejor calidad de los geles de electroforesis en OXq
Se emplearon geles discontinuos de poliacrilamida en formato
de ñ cmR empleando C% para el gel de concentración y OT% para el
gel de resoluciónR bajo condiciones reductoras con β®mercaptoetanolq
La electroforesis se corrió a corriente constante AOE mh en el gel de
concentración y Oz mh en el gel de resolución8 según protocolo de
:io®Rad® en el equipo Mini®PROT;hN® Tetra Hell A:io®RadR
HaliforniaR USh8R usando como buffer de corrido Tris base TC mMR
glicina PRTP M y SXS PROP % p/vq Los geles fueron teñidos con azul
de Hoomassie coloidal I®TCP Aver Visualización de proteínas8q
;l análisis de la metodología seleccionada en muestras de fluido
apoplástico proveniente de claveles control e inoculados fue
realizada empleando el sistema Stain®9ree Hriterion de :io®Rad®R
UShR con geles preteñidos y prefrabricados con un gradiente
continuo del N al TP% y como marcador de peso molecular Precisión
Plus Protein Standards :io®Rad®R UShq ;sto se realizó con el fin de
determinar con la mayor sensibilidad posible los cambios en los
perfiles electroforéticos por efecto de la infección con el patógenoq
Se emplearon TP μg de proteína por muestraR procedente de fluido
apoplástico de tallo y raízR y la separación se realizó a voltaje
constante AOCP V8R empleando como buffer de corrido Tris®:ase TC
mMR glicina PRTP M y SXS PROP% p/vq
Hon el fin de eliminar interferentes que pueden llegar a afectar la
separación y análisis electroforéticos posterioresR las proteínas
contenidas en los diferentes extractos fueron precipitadas empleando
dos métodos diferentesR uno basado en la precipitación con ácido
tricloroacético ATHh8®acetona y el otro basado en la precipitación
con THh®acetona y subsecuente extracción con fenol A168q
Para el método THh®acetona se partió de O mL de fluido apoplástico
y se adicionó O mL de THh al OP% pMv con ditiotreitol AXTT8 PRPñ%
p/v en acetonaq Los tubos se agitaron y se mantuvieron a N ºH
durante toda la nocheq Luego de centrifugar a OUPPP x g durante OC
min a N ºHR el sobrenadante se descartó y al pellet se le hicieron N
lavadosR E de ellos con O mL de acetona pura y finalmente O con
acetona al zP% Av/v8R centrifugando a OUPPP x g durante C minutos a
N ºHR después de cada paso de lavadoq ;l pellet resultante se secó a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetonaq
Para el método THh®acetona con posterior extracción con fenolR
se partió de O mL de fluido apoplástico y se adicionó O mL de THh
al OPP% pMv en acetonaq Los tubos se agitaron y se mantuvieron a N
ºH durante toda la nocheq Luego de centrifugar a OUPPP x g durante
OC min a N ºHR el sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió
en O mL de una mezcla AOVO8 de fenol saturado y solución
amortiguadora de lisis Asacarosa EP% p/vR SXS T% p/v y β®
mercaptoetanol C% v/v8q Xespués de homogenizar vigorosamente
con la punta de la micropipeta e incubar por C min en hieloR se
centrifugó a OUPPP x g durante C min a N ºHq La fase fenólica
Asuperior8 se transfirió a un tubo nuevo y se le adicionó O mL de
acetato de amonio PRO M en metanolq Luego de dejar precipitar toda
la noche a ®TP ºHR se centrifugó a OUPPP x g durante C min a N ºH
para eliminar finalmente el sobrenadante por decantaciónq ;l pellet
resultante se lavó con O mL de metanol al OPP% y posteriormente
con O mL de acetona al zP%R realizando centrifugaciones en cada
caso a OUPPP x g durante C min a N ºHq 9inalmenteR el pellet se secó a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetonaq
Para la separación de las proteínas por electroforesis los pellets
obtenidos por ambos métodos ATHh®acetona o THh®acetonaMfenol8
fueron resuspendidos en OPP μL o CP μL de solución de
solubilización Aurea ñ MR tiourea T MR HHhPS N% ApMv8R Tritón
X®OPP PRC% Ap/v8 y XTT OPP mM8R de acuerdo a si la muestra de
fluido apoplástico provenía de tallo o raízR respectivamenteF las
muestras se agitaron por N horas a N ºHq La selección del protocolo
de extracción de proteínas se realizó teniendo en cuenta la cantidad
de proteína obtenida Aμg proteínaMg material vegetal peso fresco8 y la
calidad de la separación en OX SXS®PhI;q
La cuantificación de proteínas provenientes de fluido apoplástico
de clavel se realizó empleando el método de :radford A268R de
acuerdo a la modificación de Ramagli A278R empleando el reactivo de
:io®Rad®q Para ello se tomaron O μL de muestraR TCP μL del reactivo
de :radford y ñNG μL de agua ultrapuraq Las muestras se procesaron
con réplica técnicaR midiendo la absorbancia a CGC nm en un
espectrofotómetro AIenesys uv OPR Thermo9isherR USh8q Se utilizó
hlbúmina Sérica :ovina A:Sh8 como estándar de proteínaq
Precipitación de proteínas Electroforesis SDS-PAGE
Visualización de proteínas
Para los geles de poliacrilamida al OT%R se realizó tinción con azul
de Hoomassie coloidal I®TCP A208q ;l protocolo consistió en la
incubación de los geles con la solución de tinción Ametanol TP% v/vR
sulfato de amonio PRz% p/vR ácido fosfórico TRTC% v/v y Hoomassie
coloidal I®TCP PRO% p/v8 durante ñT hq ;l exceso del agente de
tinción se eliminó mediante lavados con agua ultrapura durante C
minR solución de metanol al TC% v/v durante C min y solución de
sulfato de amonio al TP% p/v para mantenerlosq Los geles del sistema
Stain®9ree Hriterion de :io®Rad®R UShR fueron visualizados usando
el equipo Hriterion Stain 9reeTM ® Iel Imaging System de :io®
Rad®R UShq
La calidad de la separación se evaluó en cada órgano de la planta
determinando tanto el número de bandas obtenido para cada uno de
los tratamientos ensayadosR como la resolución en la separación de
las mismasq Para los diferentes ensayos se usó el programa Image
Lab de :io®Rad®R UShq
Electroforesis 2D
Primera dimensión-enfoque isoeléctrico (IEF)
Para la separación en la primera dimensión se usaron tiras IPI
AInmovilizd pH Iradient8 de OO cmR en el rango de pH E®OP y pH C®z
:io®Rad®R UShq Se usaron OPP μg o TPP μg de proteína de cada
órgano y se mezclaron con solución de hidratación Aurea ñ MR tiourea
T MR HHhPS N% p/vR azul de bromofenol PRO% p/vR XTT OPP mM y
anfolitos PRT% v/v en el rango de pH E®OP o C®z según las tiras
empleadas8R hasta completar OzC μLq
Condiciones para el análisis electrofóretico de proteínas apoplásticas de tallos y raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteómicos
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Ol isoelectroenfoque se corrió en el equipo Protean úOw cell Véio3
Rad®8 +alifornia8 USH;8 aplicando las siguientes condicionesá ºb h de
rehidratación activa a D. VT zD. V8 ºD minT %... V8 º h G. minT %...
Vyh hasta acumular G.... V y D.. V º h/ Se empleó una temperatura
de z. º+ y una corriente de D. μH por tira/ Una vez finalizado el
programa8 las tiras úP< se almacenaron a 3z. °+ V16;/
Segunda dimensiónTSDSTPAGE
Hntes de realizar la electroforesis SNS3PH<O8 las tiras se sometieron
a un proceso de equilibrio8 como indica Hrdila et al/ V16;/ Para la
segunda dimensión se usaron geles prefabricados del sistema
+riterion de éio3Rad®8 USH8 con un gradiente de ° a z.v8
empleando el patrón de peso molecular antes mencionado/ La tira y el
marcador de peso molecular se colocaron sobre la superficie del gelT
posteriormente este se selló con agarosa al ºv p/v mezclada con azul
de bromofenol .8..º v p/v/ La segunda dimensión se corrió a ºD. V
constantes8 en una cámara del sistema +riterion de éio3Rad®8 USH/
Análisis de imágenes 2 DE
Las imágenes de los geles zNO se adquirieron empleando el equipo
Stain3wree +riterionTM <el úmaging System de éio3Rad®8 USH/ Ol
análisis de la imagen se realizó con el programa PNQuest 4/z éio3
Rad®8 utilizando parámetros para la detección de spots/ Hdemás8 se
evaluó de manera visual la presencia de stricking en los diferentes
geles obtenidos para extractos de tallos y raíces de clavel8 para
determinar la existencia de contaminantes no proteicos y la
separación de las proteínas teniendo en cuenta la cantidad aplicada y
el rango de pj empleado en las tiras del isoelectroenfoque/
Análisis estadístico
Para el rendimiento en la obtención de proteínas con las diferentes
soluciones de infiltración se realizó un análisis estadístico8 igualmente
para el análisis de las actividades enzimáticas empleadas como
marcadores de contaminación intracelular y para la selección del
método de precipitación de proteínas8 evaluados a través triplicados
biológicos/ Los datos fueron reportados como medias my3 SN/ Ol
análisis de varianza y las diferencias significativas entre las medias se
analizaron mediante HNOVH de una vía utilizando Statgraphics®
Software versión D/º/ Vp M .8.D;/
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Por el contrario8 para el caso de la actividad α3manosidasa8 no se
observa efecto en el método de determinación cuando dicho agente
está presente en las soluciones de infiltración evaluadas VTabla º;/
Los resultados encontrados muestran que los valores más bajos de
contaminación intracelular8 al nivel de significancia trabajado Vp M
.8.D;8 se obtienen al emplear la solución amortiguadora número G/ Se
presentaron valores menores al .8Gv respecto a la actividad
encontrada para el extracto crudo8 lo cual está dentro de los valores
reportados en otras investigaciones8 como es el caso del fluido
apoplástico proveniente de papa VSolanum tuberosum L/ variedad
Spunta y variedad únnovator; en su interacción con el patógeno
Phytophthora infestans V5;/
On cuanto a la evaluación de los perfiles de separación de las
proteínas por SNS3PH<O8 se evidencia que el mayor número de
bandas se obtiene con la solución amortiguadora número z Vwigura z8
carril z;/ Sin embargo8 es probable que este mayor número de bandas
se deba a la presencia de proteínas intracelulares8 en concordancia
con los resultados previamente descritos que sugieren contaminación
intracelular al usar dicha solución de infiltración VTabla º;/
Resultados y discusión
Obtención de fluido apoplástico de clavel
Selección de la solución de infiltración
Ne las cinco soluciones de infiltración evaluadas8 se encontró que el
mayor rendimiento de extracción para proteínas apoplásticas de raíces
y tallos de clavel se obtuvo con la solución amortiguadora número z
Vwigura º;/
Sin embargo8 la selección de la solución de infiltración debe
considerar la actividad enzimática α3manosidasa y malato
deshidrogenasa VMNj;8 indicadores de la contaminación con
proteínas intracelulares V18 248 25;/ Hl respecto8 se encontró que para
el caso de la actividad MNj en los fluidos apoplásticos obtenidos8 el
β3mercaptoetanol puede actuar como interferente8 debido a su



















































Figura 1. Rendimiento en la obtención de proteínas presentes en fluido apoplástico de tallos
y raíces de clavel variedad Gran Slam: empleando las soluciones de infiltración 1-5. Las barras
verticales representan la desviación standard de cada promedio zn = 3M. Los valores para cada
variedad y cada determinación que presentan diferente letra: presentan diferencias
significativas zp <0:05M
Tabla 1. Determinación de las enzimas MDH y α-manosidasa en fluido apoplástico de tallos y
raíces de clavel: empleando cinco diferentes soluciones de infiltración














º Raíz N/N G84Lb Tallo N/N D8ºLb
z Raíz N/N z°8Da Tallo N/N %8bba
G Raíz N/N .8z4Gd Tallo N/N .8.ºzDe
° Raíz N/N .8bºLc Tallo N/N .8°L%d
D Raíz N/N G8b4b Tallo N/N º8zGc
Martínez, A. P.; Martínez, S. T; Ardila, H. D.
Rev. Colomb. Quim. 2017% 46 OA4% úF<j310
Uso de agentes reductores
Considerando que el uso de agentes reductores como el βF
mercaptoetanol puede aumentar la estabilidad y la solubilidad de las
proteínas% pero que% a su vez% puede interferir en uno de los
marcadores de contaminación intracelular Ocomo la actividad
enzimática de la MDH4% se decidió evaluar si realmente era necesario
su uso en la solución de infiltración previamente seleccionada3 Para
ello% se realizaron ensayos usando la solución amortiguadora de
NaHAPOEFNaAHPOE x%< M pH j%úéNaCl úxmM con y sin βF
mercaptoetanol x%<H v/v y se compararon parámetros como el
rendimiento% la contaminación intracelular y los perfiles de
separación por electroforesis en <D3 De acuerdo a los resultados
obtenidos OFigura T4% no se encontraron diferencias estadísticamente
significativas entre los dos tratamientos evaluados en términos del
rendimiento de extracción Op S x%xú43 Así mismo% la comparación de
la actividad αFmanosidasa tampoco muestra diferencias entre los
mismos OTabla A4% lo que indica que el uso de este agente reductor no
afecta la estabilidad de la membrana plasmática durante el proceso
de infiltración3
Estos resultados contrastan con lo encontrado con la solución de
infiltración número T OFigura A% carril T4% en donde además de
presentar baja contaminación intracelular Oactividad αFmanosidasa
del x%TH comparada con el AE%úH obtenida para la solución número
A4% el número de bandas es superior al encontrado con las demás
soluciones de infiltración evaluadas3 Lo anterior indica que dicha
solución es una buena candidata para ser usada en la obtención de
proteínas a partir del apoplasto de tallos de clavel3 Resultados
similares se encontraron para fluido apoplástico procedente de raíces
de clavel Odatos no mostrados43
Resultados reportados en la literatura para la extracción de fluido
apoplástico de hojas maíz muestran que al emplear NaHAPOEF
NaAHPOE <xx mM como solución amortiguadora% se presenta poco
daño en la membrana plasmática y buena extracción de proteínas
adheridas a la pared celular O1543
La presencia de bandas de proteínas con un peso molecular
menor a <ú kDa es significativa en los extractos obtenidos con la
solución de TrisFHCl de mayor fuerza iónica OFigura A% carril A43 Esto
no es común en el apoplasto% donde estas proteínas normalmente se
encuentran en niveles bajos O1543 Es probable que la baja polaridad
del tris conlleve a una disrupción de las membranas plasmáticas de
las células que constituyen el tejido y generen una mayor
contaminación con proteínas intracelulares de este tamaño3
En conjunto% estos resultados indican que para la obtención de
fluido apoplástico de tejido vegetal de clavel% se debe emplear la
solución de infiltración número T con pH j%ú% baja fuerza iónica y
presencia de agente reductor3 Estos resultados sin duda% deben estar
asociados a la similitud en términos de pH y fuerza iónica que existe
entre esta solución de infiltración y las condiciones encontradas en
tejidos vegetales3
Considerando que la centrifugación es un paso determinante para
la obtención de un extracto libre de contaminantes intracelulares y en
la cantidad de fluido apoplástico obtenido% se decidió evaluar la
posibilidad de realizar centrifugaciones adicionales para aumentar la
cantidad final de fluido apoplástico3 Se determinó que una segunda
centrifugación permite aislar más fluido apoplástico sin
contaminación intracelular% según la determinación del marcador αF
manosidasa OResultados no mostrados43 Esto sugiere que la
centrifugación adicional a <xxx x g puede ser empleada para obtener
una mayor cantidad de extracto sin contaminación por ruptura
celular% resultados que no han sido reportados previamente% en otras
especies vegetales3
El efecto que presentan el pH% la fuerza iónica y las características
químicas de los componentes de la solución de extracción
previamente seleccionada ONaHAPOEFNaAHPOE x%< M pH j%úéNaCl
úx mM4 sobre la estabilidad de la membrana% se puede comprobar
con la determinación de la actividad MDH en fluido apoplástico
obtenido con esta solución sin agente reductor3 Considerando que su
actividad es apenas el <H con respecto al valor obtenido para
extracto crudo% se evidencia que no existe contaminación
citoplasmática al usar dicha solución OTabla A43 Estos resultados son
similares a los encontrados en otros estudios O284 en donde se ha
observado que la actividad enzimática MDH de los fluidos de
apoplasto es apenas del < al TH del valor obtenido para un extracto
crudo de la misma especie vegetal O2943 En general% estos resultados
son considerados bajos si se tiene en cuenta que hay reportes donde
se han tolerado valores en el rango del T al <xH O3043
Marcador
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No. Bandas 10 18 16 15 15
Figura 2. ND SDS<PAGE para la comparación de las diferentes soluciones de infiltración
empleadas en la extracción de fluido apoplástico de tallos de clavel variedad Gran Slamz :H










































Figura 3. Rendimiento de la obtención de proteínas presentes en fluido apoplástico de tallos
y raíces de clavelq variedad Gran Slamq empleando solución de infiltración con y sin adición de
un agente reductorz Las barras verticales representan la desviación standard de cada
promedio (n = 3=z Los valores para cada variedad y cada determinación que presentan
diferente letraq presentan diferencias significativas (p < HqH5=
Tabla 2. Determinación de las enzimas MDH y α<manosidasa en fluido apoplástico de tallos y
raíces de clavelq empleando solución de infiltración con y sin adición de un agente reductor














T Raíz N3D x%ALTa Tallo N3D x%x<Aúa
j Raíz <%<j x%Aúha Tallo <%A< x%xETTa
Condiciones para el análisis electrofóretico de proteínas apoplásticas de tallos y raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteómicos
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La localización citoplásmatica de la MDH permite que la
determinación de su actividad sea comúnmente usada como marcador
de la calidad del fluido apoplástico obtenidoh la baja o ausencia de
actividad para esta enzima indica una pobre o ausente contaminación
con proteínas citoplasmáticas 41, 3-/ 9sí mismo6 los resultados
obtenidos para la solución amortiguadora NaHFPOS5NaFHPOS y6T M
pH E6GCNa8l Gy mM6 con y sin agente reductor6 no muestran
diferencias significativas en cuanto a rendimiento y contaminación
intracelular 4Tabla F y Figura 3-/
Sin embargo6 al realizar la electroforesis TD SDS5P9GE6 se
determinó que existe mayor intensidad en las bandas de proteínas con
peso molecular de aprox/ 3T KDa y x KDa6 cuando se emplea β5
mercaptoetanol dentro de la solución de infiltración 4Figura S6 carril
F-/ Esto indica que es necesario el uso de éste dentro de la solución de
infiltración a emplearse en esta parte del proceso/ Estos resultados
son predecibles6 considerando que la presencia de este agente
reductor en la solución de infiltración evita la posible formación de
puentes disulfuro entre proteínas que presenten grupos sulfhidrilo
libres6 que en este caso tienen pesos moleculares de 3T y x kDa/ La
posible formación de estructuras oligoméricas bajo condiciones no
reductoras es un fenómeno previamente descrito para varias proteínas
en otros modelos 431, 32-/
Rev. Colomb. Quim. 20176 46 4F-6 G5TE/
Figura 5. bD SDSRPAGE para la comparación de diferentes cantidades de proteínas presentes
en extractos de proteínas provenientes del fluido apoplástico de tallo y raíz de clavel4 variedad
Golem4 empleando la solución de infiltración número ñ y diferentes cantidades de proteína6
Gel de separación al bhg y gel de concentración al kg6 Tallo4 k µg µcarril b(4b8 µg µcarril h(4 bk
µg µcarril ñ(4 h8 µg µcarril é(4 Raíz k µg µcarril k(4b8 µg µcarril C(4bk µg µcarril /(4 h8 µg µcarril B(
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Figura 4. bD SDSRPAGE para la comparación del efecto de un agente reductor presente en la
solución de infiltración empleada en la obtención de fluido apoplástico de tallo y raíz de
clavel4 variedad Golem6 Se emplearon b8 µg proteína4 gel de separación al bhg y gel de
concentración al kg6 Al lado derecho del gel se encuentran señaladas las bandas de interés
µC4/ kDa para tallo y ñ84 C kDa en tallo y raíz(
Electroforesis SDS-PAGE
Se deben tener en cuenta también algunos parámetros experimentales
para la obtención de una buena resolución en los geles de proteínas en
SDS5P9GE6 por ejemplo6 el tiempo de calentamiento de la muestra y
la cantidad de proteína sembrada en cada pozo del gel/ En el formato
empleado en la presente investigación 4x cm-6 se encontró que un
tiempo de calentamiento de Ty min permite aumentar la nitidez de las
bandas6 debido a que probablemente en este tiempo se presenta una
mayor interacción entre los agentes denaturantes presentes en el
buffer carga y las proteínas del extracto 4Resultados no mostrados-/
En cuanto a la cantidad de proteína empleada6 se encontró que a partir
de Ty µg 4Figura G6 carril F y E- se presenta una buena sensibilidad
para la detección de las bandas6 lo cual representa una gran ventaja
dado que la cantidad de proteína obtenida a partir de fluido
apoplástico es baja6 alrededor de Tyy µg proteínaCg material vegetal
peso fresco 4Tabla 3-/
Marcador









No. Bandas 12 15 15 15 10 12 12 12
Precipitación y concentración de proteínas para electroforesis
En este caso6 se emplearon dos métodos reportados para precipitación
de proteínas de tallos y raíces de clavel 4TE-/ El método 9 se basa en
el uso de T89Cacetona y el método ±6 se basa en el uso de T89C
acetonaCfenol/ La selección se realizó teniendo en cuenta el
rendimiento en la cantidad de proteína finalmente solubilizada










Tallo TT76S ± TS6xa Tyy6y xF6x ± T63b Ey6S
Raíz TSF6y ± Fy6Sa Tyy6y EF6G ± K6Sb SS6y
Tabla 3. Rendimiento para los diferentes métodos de extracción de proteínas presentes en
fluido apoplástico de tallos y raíces de clavel6 TCA7acetona µA( y TCA7acetona7fenol µB(
Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones ± la desviación estándar
Marcador
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No. Bandas 15 13 12 12
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Figura 6. Geles de extractos de proteínas obtenidas usando b método ATC7acetona en tallo4 h
método ATC7acetona7fenol en tallo4 ñ método ATC7acetona en raíz4 é método ATC7acetona7
fenol en raíz6 Se emplearon b8 µg de proteína en cada carril y un gel de poliacrilamidaRSDS al
bhg6 El gel fue teñido con Coomassie coloidal6 Las muestras empleadas provienen de fluido
apoplástico de tallo y raíz de clavel variedad Golem4 empleando la solución de infiltración
número ñ
Martínez, A. P.; Martínez, S. T; Ardila, H. D.
Rev. Colomb. Quim. 2017D 46 PáúD jSg/G12
Los resultados obtenidos muestran que al emplear el método BD
se presenta una menor recuperación de proteína a la obtenida con el
método A presentando un /FDhv y hhDFv de lo obtenido con el
método AD para tallo y raíz respectivamente PTabla CúG Por otro ladoD
al evaluar el número de bandas durante la separación de las proteínas
presentes en los diferentes extractos mediante electroforesis en gD
SDSSPAGE PFigura /ú se encontró queD si bien es cierto que los dos
métodos empleados no presentan contaminantes que afecten la
calidad de la separación y la resolución de las bandasD sí se presentan
diferencias en el número de bandas que corroboran los resultados
obtenidos en rendimientoG
Se encontró a través del método B un menor número de bandas
PFigura /D carriles á y húD debido probablemente a la pérdida de
proteínas durante el procedimiento experimental descritoG Esto indica
que para la precipitación de proteínas presentes en el fluido
apoplástico de tallos y raíces de clavelD se debe emplear el método A
que incluye únicamente el tratamiento con TCA y acetonaD tal y
como ha sido reportado en estudios con otras especies vegetales P19,
33, 34úG En generalD estos resultados contrastan con lo encontrado en
estudios previos realizados con el grupo de investigaciónD donde el
método que incluye fenol presenta los mejores resultados en
términos de número de bandas y presencia de contaminantes no
proteícos para extractos totales de tallos y raíces P16úG Lo anterior
debido a que el fenol es uno de los agentes disociadores más fuertes
que disminuye las interacciones entre las proteínas y diversos
contaminantes P35-37úG
Los resultados encontrados en clavel muestran claramente cómo
el método de precipitación y concentración de proteínas depende de
la complejidad de la muestra a trabajar ya queD cuando se parte de
material vegetal totalD es necesario emplear el método TCAEacetonaE
fenol para eliminar interferentes en análisis electroforéticos como
carbohidratosD ácidos nucleicosD fenolesD lípidos y sales P20úG Por el
contrarioD para el caso del fluido apoplásticoD debido a que es una
muestra que presenta un menor número de moléculas interferentesD el
método TCAEacetona es suficiente para generar una muestra que
pueda ser empleada en análisis electroforéticosD contando además
con un buen rendimiento en la obtención de proteínasD necesario en
este tipo de estudios donde la cantidad de fluido apoplástico obtenido
a partir de material vegetal es tan bajoG
Electroforesis SDS6PAGE de muestras inoculadas con Fod
Con el fin de verificar que las condiciones seleccionadas fueran
adecuadas para el análisis de proteínas del fluido apoplástico de
raíces y tallos de clavelD durante la inoculación con el patógeno FodD
se realizó un análisis diferencial cualitativo de las bandas de
proteínas presentes en el apoplasto de dichos tejidosD comparando
con el correspondiente controlG De esta maneraD bajo las condiciones
previamente descritas se realizaron extracciones de apoplasto a partir
de material vegetal sin inocular con el patógeno Pdía F y día 7D
controlú e inoculado con el mismo Pdía 7ú PFigura 7úG Los resultados
muestran que las condiciones seleccionadas pueden ser usadas de
manera exitosaD tanto para tejidos controlD como para aquellos que
han sido inoculados con el patógenoG
Al comparar los diferentes tratamientos se evidencia que no
existen diferencias cualitativas entre las proteínas presentes en el
apoplasto de las muestras control y las muestras inoculadasD al
menos bajo las condiciones de detección empleadasG
Estos resultados son similares a los encontrados en trabajos
previos realizados en el grupo de investigaciónD donde no se
presentan diferencias cualitativas apreciables en el número de bandas
en extractos totales de proteínasD entre controles e inoculados con el
patógeno usando electroforesis en gD P16úG Los resultados obtenidos
en esta parte de la investigación muestran además que la metodología
puede ser empleada de manera confiable para análisis de proteínas
provenientes de fluido apoplásticoD de tallos y raíces control e
inoculados con el patógenoG
Análisis de apoplasto de raíces y tallos de clavel por 2DE 9IEF6
SDS6PAGE8
La Figura 8 muestra los resultados obtenidos para proteínas
apoplásticas de talloD donde se encuentra un mayor número de
manchas y una mayor resolución durante la separaciónD al emplear
tiras de IPG en el rango de pH CSgF PTabla húG Los resultados
obtenidos en este órgano son similares a los obtenidos en estudios
proteómicos del apoplasto de hojas de colza PBrassica napusú en su
interacción con Verticillum longisporumD donde se encuentran g7F
spotsD empleando 8F μg de proteína y tiras de IPG pH CSgF P3úG
Para el caso de la raíz PFigura IúD empleando áFF μg de proteína
y tiras de IPG pH jS8D la resolución en las manchas de proteína es
superiorG De hechoD si se comparan los dos rangos de pH a esta
misma concentración de proteínaD no existen diferencias importantes
entre el número de manchas resueltasD pero sí en la resolución de la
separaciónD siendo mayor en el primeroG Por lo anteriorD para este
órgano de la plantaD el análisis de proteínas apoplásticas se debe
realizar usando tiras de IPG en rango pH jS8 para la primera
separación por isolectroenfoqueG Estos resultados son similares a los
obtenidos en otros estudiosD en donde se han encontrado los mismos
rangos de pH para la separación en la primera dimensión P18, 34úG
Figura 7. 5D SDSUPAGE para la comparación de extractos de proteínas en diferentes tiempos
y con inoculación con FOD provenientes del fluido apoplástico de tallo y raíz de clavelR
empleando la solución de infiltración número 34 67 μg de proteína4 Gel Criterion Stain FreeTM
Bio RadR USA4 Gradiente 4U6724 5 Tallo día 7 controlR 6 Tallo día 7 controlR 3 Tallo día 7
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Condiciones para el análisis electrofóretico de proteínas apoplásticas de tallos y raíces de clavel (Dianthus caryophyllus L) para estudios proteómicos























































Figura 8. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplástico de tallos de clavel, con diferentes cantidades de proteína total y rango de























































Figura 9. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplástico de raíces de clavel, con diferentes cantidades de proteína total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 μg, pH 3-10, B. 200 μg, pH 3-10, C. 100 μg, pH 5-8, D. 200 μg, pH 5-8
Martínez, A. P.; Martínez, S. T; Ardila, H. D.
Rev0 Colomb0 Quim0 20174 46 PzN4 80%IM14
Un análisis comparativo preliminar permite observar que algunas
de las manchas proteicas se comparten en geles obtenidos a partir de
fluido apoplástico de raíces y tallos de la planta4 indicando que
muchos de ellos deben contener proteínas que participan en procesos
conservados en las células vegetales a nivel extracelularM ;sí mismo4
se evidencian también manchas proteicas que son particulares de
cada órgano4 las cuales probablemente deben estar asociadas a otros
procesos que se llevan a cabo de manera tejido0dependienteM
:iferencias en la distribución de proteínas en función del órgano de
la planta objeto de estudio han sido reportados en diferentes especies
vegetales P387 39NM
Tabla 4. Condiciones de análisis para la separación en 2D de proteínas de fluido apoplástico












pV E0%C %%G Juena
pV 80S %%F Juena
zCC
pV E0%C %GE üuy buena
pV 80S %Sz Juena
Raíz
%CC
pV E0%C 8F Juena
pV 80S SI Juena
zCC
pV E0%C %CF Juena
pV 80S GS üuy buena
*Los valores encontrados de número de manchas son obtenidos mediante el programa PDQuest.
**La resolución se determinó mediante inspección visual y evaluando el enfoque de una misma mancha
proteica en los diferentes tratamientos evaluados.
Para la obtención de fluido apoplástico presente en tallos o raíces de
clavel4 se debe emplear la solución amortiguadora äaKzP*T0
äazKP*T C4% ü pK I48/äakl 8C mü/β0mercaptoetanol C4%ó v2v
como solución de infiltración4 ya que presenta buen rendimiento en la
obtención de proteínas y la menor contaminación con proteínas
intracelularesM ;demás4 se pueden realizar dos centrifugaciones sobre
el mismo material vegetal para obtener una mayor cantidad de fluido
apoplástico4 sin generar rompimiento de la membrana citoplasmáticaM
Yn cuanto a la precipitación de proteínas4 el método Tk;/acetona
presenta un rendimiento superior al SCó comparado con el método
Tk;/acetona/fenol4 eliminando interferentes de tipo no proteico4
presentes en la muestraM Para los análisis proteómicos en z: PVYw0
S:S0P;–YN4 se deben emplear zCC µg de proteína y tiras de VP– con
pK E0%C cuando las muestras proceden de fluido apoplástico de tallo4
y zCC µg de proteína y tiras de VP– con pK 80S cuando proceden de
fluido apoplástico de raízM Yste procedimiento puede ser aplicado a
otras especies vegetales4 con el fin de estudiar la dinámica del
proteoma apoplástico en procesos biológicos que pueden incluir la
interacción con patógenosM
Conclusiones
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